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論文内容の要旨
ほ乳動物組織のアスパラギン酸トランスアミナーゼ (L-aspartate : 2 -oxoglutarate aminotransｭ
ferase : E. C. 2. 6. 1. 1) には、細胞内局在を異にする 2 種のアイソザイムがあり(細胞上清分画
に局在するものを s-GOT 、ミトコンドリア分画に局在するものを m-GOT と略称する)、両者は物
理化学的、免疫化学的にあきらかな相異を示すにもかかわらず、同一反応(アスパラギン酸十α ーケ
トグルタル酸ごオキザロ酢酸+グルタミン酸)を触媒する。したがってそのタンパク構造、特に活性
中心構造の比較研究は、酵素の構造と機能という観点、から非常に興味あるテーマである。
〔目的〕
プタ心筋GOTアイソザイムの活性中心構造をタンパク化学的に解明し、比較研究することにより、
両アイソザイムの構造と機能の関連を明確にし、さらにアミノ基転移機構の詳細な解析をおこなうこ
とを究極の目的とし、具体的には以下に述べるごとく、基質類似物質を用いて Affinity Labeling をお
こなった。
〔方法〕
GOT に対して基質類似構造をもちしかも化学的反応性基をもっ種々の化合物を作用させ、活性中
心近傍のアミノ酸残基を修飾するいわゆる Affinity Label法をおこない、修飾されるアミノ酸残基を
同定し、さらに修飾酵素の物理化学的性質を調べる。
〔結果〕
一般にAffinity Labeler には試薬の酵素活性中心に対する単なる親和性により標識をおこなうもの
(静的な Affinity Labeler) と試薬自身が酵素の基質のーっとして酵素反応をうけながら酵素活性中心
を標識するもの(動的な Affinity Labeler) とにわけられると考えられる。
筆者は GOT に対して種種の試薬を試みた結果、 β 一プロムプロピオン酸はm-GOTに対し、 ß-
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ブロムピルビン酸およびβ- クロルー L- アラニンは程度は異るが両アイソザイムに対して有効な A­
ffinity Labeler であることを見出した。実験の結果は次のようになった。
(1) βF ブロムプロピオン酸はm 四 GOT の活性中心に基質類似物質のーっとして結合し、その補酵素
ピリドキサルりん酸を結合しているリジン残基を特異的にアルキル化して本酵素を失活させる。こ
の標識機構はβ- ブロムプロピオン酸の立体構造と GOT 基質との類似性にもとずくものであり、
しかも本試薬によってト GOT にはこのような標識がおこりえないことは、両アイソザイムの活性
中心における微妙な差異を反映しているものと思われる。
(2) β ーブロムピルビン酸は GOT の基質である α ーケト酸のーっとしてアミノ酸との聞にアミノ基
転移反応をうけ、しかも一方において酵素の活性中心を特異的に標識することによって酵素を失活
させる (Scheme 1参照)。その際s-GOT では活性中心近傍のシステイン残基が、
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m-GOTでもシステイン残基が修飾される。また修飾された酵素はその可視~近紫外部における
(補酵素ピリドキサル誘導体による)吸収および円偏光二色性に特徴的な変化を示し、活性中心構
造の微妙な変化が示唆される。
(3) 戸ークロルL -アラニンも GOT の基質としてα ・ β離脱反応をうけながら (Scheme 2 参照)、
酵素の活性中心を標識して失活させる。
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β ーブロムプロピオン酸はm -GOTの活性中心に存在するピリドキサルりん酸結合リジンの ε- ア
ミノ基に結合する。その結合の様式はβ- プロムプロピオン酸が基質類似物質として酵素の活性中心
に接近しリジンの ε- アミノ窒素による求核的置換反応をうけた結果、酵素を失活にいたらしめたと
考えられる。この場合はいわば酵素の活性中心が静的な状態において標識されたものである。一方β
ーブロムピルビン酸およびβ ークロルー L -アラニンはGOTに対して基質のーっとして酵素反応をう
けながら、しかも生じた中間体の化学的反応性に富んだ部位 (β 位炭素)が活性中心近傍のアミノ酸
残基による求核的攻撃をうける。それによってこれらの試薬はハロゲンの遊離と同時に酵素タンパク
のアミノ酸残基と共有結合を生ビ、酵素を失活にいたらしめるものと考えられる。この場合は酵素活
性中心の動的な状態において標識がおこっていると思われる。
今後これらの修飾された酵素のタンパク化学的解析をさらに進めることによって両アイソザイムの
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活性中心の化学構造の洞察が可能になるものと思われる。また修飾酵素を酵素の安定な反応中間体モ
デルと考えその物理化学的な解析をおこなうことによって native酵素の活性中 J[J の環境ならびに反応
中における状態変化に関する重要な知見がえられるものと期待される。
論文の審査結果の要旨
本論文は GOT アイソザイムの活性中心構造を Affinity label法を用いて比較研究したものである。
種々のアルキル化試薬のうち、基質類似構造をもっβ ープロムプロピオン酸がm 田 GOT活性中心のリ
ジン残基を特異的にアルキル化すること、さらにβ ープロムピルビン酸はGOTによりアミノ基転移反
応をうけながら両アイソザイムの活性中心に共通して存在するシステイン残基を特異的にアルキル化
することをあきらかにした。前者では活性中心の静的な状態で、後者では動的な状態で標識がおこっ
たと考えられる。このような研究方法は酵素の構造と機能に関する非常に重要な知見を提供するもの
であり、その成果は今後、酵素化学研究の進展に寄与するところが大きいと考えられる。
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